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摘要 : 多 酚 氧 化 酶 是 多 种 刺 吸 式 昆 虫 唾液 中 的 关键 酶 类 ， 可 以 通过 干扰 寄主 植物 正常 的 氧化 还 原 反 应 来 调控 食物 
来 源 使 其 更 有 利于 昆虫 本 身 。 昆 虫 体内 的 漆 酶 -1 属于 多 酚 氧 化 酶 家 族 , 被 认为 参与 昆虫 取 食 过 程 中 的 金属 离子 
代谢 、 降 解 植物 次 生 有 毒物 质 以 及 免疫 防御 等 生理 活动 。 为 研究 漆 酶 -1 基因 在 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 Bemisia tabaci 
Middle East-Asia Minor 1 组 织 中 的 功能 , 利用 RACE 技术 首次 获得 了 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 漆 酶 -1(laccase-1 lac-1) 
基因 的 cDNA 全 长 序列 , 命名 为 Btlac-1 ( GenBank 登录 号 : JQ966215) 。 结 果 表 明 , 该 基因 含有 一 个 2 733 bp 的 开 
放 阅 读 框 , 编码 910 个 氨基 酸 , 其 编码 产物 含有 3 个 Cu-oxidase 功能 域 , 属于 蓝 多 铜 氧化 酶 家 族 成 员 。 同 源 性 比较 
分 析 表 明 Btlac-1 与 黑 尾 叶 暗 Nephotettix cincticeps 和 豌豆 时 Acyrthosiphon pisum 的 lac-l 编码 的 氨基 酸 序列 一 致 性 
达 5896, Btlac-l 在 不 同 组 织 和 发 育 时 期 的 转录 表达 分 析 表 明 ，Bilac-l 在 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 中 肠 中 的 转录 水 平 
最 高 , 显著 高 于 头 胸 部 和 腹部 组 织 中 , 且 在 各 个 发 育 时 期 均 有 表达 , 在 成 虫 期 的 表达 水 平 较 高 。 该 结果 为 进一步 
明确 lac-1 在 烟 粉 乔 取 食 过 程 的 生理 作用 更 定 基础 ， 也 为 探讨 刺 吸 式 昆 虫 与 植物 相互 作用 机 制 提 供 理论 依据 。 
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Abstract: Polyphenol oxidase is the predominant enzyme in saliva of piercing-sucking insects. It can 
interfere with the normal oxidation-reduction reaction in host plants of insects and make food source more 
acceptable for itself. Insect laccase-1 (lac-1) belongs to the polyphenol oxidase family, and it has been 
verified that it is involved in the iron homeostasis, immune defense and detoxification. But the function of 
lac-1 in Bemisia tabaci 1s not clear. To determine the function of lac-1 gene in different tissues of Bemisia 
tabaci Middle East-Asia Minor 1 (MEAMI ) lac-1 gene in B. tabaci MEAMI was cloned using RACE 
method and named Btlac-1 ( GenBank accession no. JQ966215). Btlac-1 contains an open reading frame 
(ORF) of 2 733 bp encoding 910 amino acids, and the encoded protein has three typical Cu-oxidase 
domains in polyphenol oxidase family, suggesting that Btlac-1 belongs to blue copper-containing 
polyphenol oxidase family. Homology analysis showed that Bilac-l shares 58% amino acid sequence 
identity with lac-l genes from Nephotettix cincticeps and Acyrthosiphon pisum. Gene transcript analysis 
revealed that lac-l could be expressed at every developmental stage, and the highest expression level was 


observed at the adult stage, suggesting that lac-1 might play an important role during the adult stage. In 
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addition, the transcriptional level of Btlac-1 in the midgut was higher than those in cephalothorax and 


abdomen tissues. These results provide clues to further understanding the physiological role of lac-1 in 


feeding in B. tabaci, and also a basis for exploring the interaction mechanism between piercing-sucking 


insects and plants. 
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Real-time quantitative PCR 


烟 粉 乔 Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 
( MEAMI) 隐 种 (以 往 称 "B 型 烟 粉 乱 " ， 下 称 " 烟 粉 
A MEAMI 隐 种 ”) ,是 重要 的 世界 性 农业 和 侵害 
虫 , 主要 通过 刺 吸 植物 韧 皮 部 汁液 、 传 播 植物 病 
毒 、 分 沙 蜜 露 而 放 发 植物 答 污 病危 害 作 物 ( 衬 栋 等 ， 
2004) 。 其 寄主 范围 广 , 可 和 危害 包括 蔬菜、 栅 花 及 
观赏 植物 在 内 的 600 多 种 田间 和 温室 作物 。 烟 粉 乔 
H 20 世纪 入 侵 我 国 以 来 , 已 经 对 我 国 农 业经 济 造 
成 了 巨大 危害 (万 方 浩 等 , 2009)。 分 泌 唾 液 是 刺 吸 
式 昆 虫 取 食 行 为 的 重要 过 程 ,唾液 组 分 在 昆虫 取 食 
过 程 中 发 挥 着 重要 作用 ,如 消化 食物 、 保 护 口 针 、 
降解 植物 有 毒 次 生物 质 等 。 分 泌 的 唾液 还 可 改变 寄 
主 营 养 结构 ,增强 作物 营养 的 适合 度 (Miles, 
1999) 。 植 食性 昆虫 唾液 最 初 接触 植物 毒素 ,可 有 
效 地 帮助 昆虫 降解 以 及 预 适应 植物 毒素 ( Brattsten 
et al.，1986) 。 刺 吸 式 昆 虫 水 状 唾液 包含 多 种 酶 类 ， 
如 纤维 素 酶 、 果 胶 酶 ( Ma et al., 1990)、 多 酚 氧 化 酶 
( Urbanska et al.,1998 )、 过 氧化 物 酶 、 碱 性 磷酸 酶 
等 。 同 位 素 示 踩 实验 证 明 , 刺 吸 式 昆 虫 取 食 时 将 茶 
些 可 溶性 成 分 (其 中 大 部 分 是 和 蛋 日 酶 类 ) 通 过 水 状 
唾液 注入 到 了 植物 组 织 之 中 (Madhusudhan and 
Miles, 1998) , 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 使 其 能 够 成 功 适 
应 寄主 , 并 满足 自身 对 和 总 养 物 质 的 需要 。 迄 今 ， 烟 
Tis MEAMI 隐 种 唾液 成 分 在 昆虫 -植物 两 彰 养 级 
相互 关系 中 的 作用 尚 不 明确 ( 严 便 等 ,2008; wi 
A. 2010) 。 

食物 中 酚 类 物质 被 氧化 时 产生 的 活性 氧 对 昆虫 
产生 毒性 (Barbehenn et al., 2008) 。 过 高 的 活性 氧 
对 昆虫 机 体 产 生 氧 化 胁迫 ,并 对 多 种 生物 分 子 如 : 
营养 分 子 、 细 胞 膜 和 DNA 带 来 破坏 作用 , 进而 对 昆 
虫 产生 毒性 作用 (Summers and Felton, 1994; Bi and 
Felton, 1995; Bi et al., 1997), ZW A 4k Fi 
( polyphenol oxidase ) JJ] IK 5X, Ed, E mE Y P — ep s D, 
的 酶 类 , 在 昆虫 解毒 反应 中 具有 重要 作用 。Miles 
和 Oertli(1993 ) 提出 的 “氧化 还 原 假说 ”认为 , 刺 吸 
式 昆 虫 唾液 中 的 多 酚 氧 化 酶 干扰 了 植物 体内 正常 的 
氧化 还 原 反 应 ,从 而 调控 食物 来 源 问 更 有 利于 昆虫 


目 身 的 方 问 发 展 。 多 酚 氧 化 酶 还 可 以 将 食物 中 刺 吸 
式 昆 虫 无 法 接受 的 酚 类 单 体 氧化 成 可 以 接受 的 酚 低 
RIK (Peng and Miles，1988a ) 4E kd ud 
Macrosiphum rosae 取 食 时 ， 能 抑制 取 食 部 位 酚 类 单 
Hk, 尤其 是 儿 共 酚 的 积累 (Peng and Miles, 
1988b) 。 麦 长 管 蚜 Sitobion avenae 唾液 中 的 多 了 酚 氧 
化 酶 可 以 氧化 一 系列 植物 中 常见 的 酚 类 物质 ,可 以 
修饰 植物 体内 酚 类 物质 的 组 成 并 降解 这 些 物 质 的 毒 
性 (Urbanska et al., 1998) , 

漆 酶 (laccase ，EC 1. 10.3.2) 广泛 分 布 于 真菌 
分 泌 物 、 高 等 植物 、 昆 虫 和 少量 细菌 中 , 是 具有 p- 
对 茶 二 酚 双 氧 氧化 还 原 活性 的 多 酚 氧 化 酶 , 与 甲壳 
纲 动物 中 的 血 蓝 蛋白、 植物 中 的 抗坏血酸 氧化 酶 同 
属于 蓝 多 铀 氧化 酶 ( blue multi-copper oxidases, 
BMCOs) 家族。 该 酶 利用 铜 离子 特有 的 氧化 还 原 能 
力 氧 化 酚 类 和 芳香 类 化 合 物 , 同时 将 分 子 氧 还 原 成 
水 ( 赵 丹 等 , 2011) 。 漆 酶 的 作用 底 物 广泛 , 可 在 造 
纸 工业 中 用 于 降解 木质 素 ( 杜 东 霞 , 2011) , 通过 降 
解 多 种 工业 染料 而 用 于 染料 脱色 ,可 氧化 啤酒 、 采 
汁 等 饮料 中 的 多 酚 氧 化 酶 ,从 而 提高 饮料 品质 。 近 
年 来 , 人 们 在 昆虫 中 克隆 到 了 一 些 编码 漆 酶 或 类 似 
漆 酶 的 多 铜 氧化 酶 基因 的 完整 cDNA ( Parkinson et 
al., 2003; Dittmer et al., 2004; Arakane et al., 
2005 ; Gorman et al., 2008; Niu et al., 2008) 。 

昆虫 中 的 梁 酶 属于 多 酚 氧 化 酶 家 族 , 其 编码 基 
因 主 要 分 为 1 型 (lac-1) 和 2 型 (lac-2), 2 种 漆 酶 基 
因 的 功能 和 组 织 表 达 存 在 差异 。lac-2 主要 分 布 于 
昆虫 的 表皮 组 织 (Arakane et al., 2005) ， 在 化 师 前 
和 成 虫 表 诡 硬化 期 大 量 表 达 , 与 表皮 又 化 密切 相 
X; 而 lac-l 存在 于 一 些 昆虫 的 唾液 、 唾 液 腺 、 中 
肠 、 马 氏 管 、 表 皮 和 脂肪 体 中 , 可 参与 昆虫 的 金属 
离子 代谢 、 降 解 植物 次 生 酚 类 物质 以 及 免疫 防御 等 
生理 活动 (Dittmer et al., 2004; Wang et al., 2004; 
Hattori et al., 2005; Gorman et al., 2008; Hattori et 
al., 2010) 。 我 们 之 前 的 研究 表明 , 烟 粉 乱 MEAMI 
隐 种 唾液 中 存在 多 酚 氧 化 酶 和 过 氧化 物 酶 , 并 且 其 
唾液 多 酚 氧 化 酶 活性 与 不 同 伤 信号 诱导 下 的 植物 防 
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御 反应 密切 相关 (未 发 表 数 据 ) 。 因 此 克隆 烟 粉 乔 
MEAMI 隐 种 lac-1 基因 序列 ,， 夭 此 分 析 不 同 刺 吸 式 
昆虫 的 进化 关系 ,进一步 明确 cl fEJEOE PE 
MEAMI 隐 种 体内 的 分 布 和 表达 ,对 于 研究 烟 粉 避 
MEAMI 隐 种 的 取 食 能 力 、 抗 药性 和 寄主 适应 性 具 
有 重要 意义 。 本 人 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 方法 ， 
获得 了 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 lac-l 的 cDNA 全 长 序 
列 , 利用 荧光 定量 PCR 技术 对 其 在 不 同 组 织 和 不 同 
龄 期 的 表达 情况 进行 了 研究 ,以 期 为 进一步 研究 多 
酚 氧 化 酶 家 族 对 烟 粉 乱 取 食 的 作用 机 制 提 供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

实验 所 用 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 为 本 实验 室 长 期 
饲养 种 群 。 在 智能 人 工 气 候 箱 (温度 27 € VC, RH 
6096x596 , 光 周 期 14L: 10D) 的 养 虫 笼 (40 cm x 60 
cm x 70cm ) FP FH # Jii. Lycopersicum esculentum Mill 
(中 杂 9 号) 饲养 , REUS R13 AE URL B TE 
为 实验 材料 。 
1.2 主要 试剂 

RNA 提取 试剂 盒 (RNAeasy Mini Kits) 购 目 
Qiangen 公司 ，RACE 试剂 盒 (SMART ”RACE 
Amplification Kit) 购 自 Clontech 公司 , Jg HEBR USE: 
DNA 回收 试剂 盒 (TIANgel Midi Purification Kit) 购 
目 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 , MERRIAM A (Super 
Script First-Strand Synthesis System ) 和 PCR 相关 试 


W A Transgen ZH]. KIGE Æ PCR 反应 采用 
Quantity PCR Kit( Bio-Rad) 试剂 盒 , 引物 由 上 海 生 
工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 。 

1.3 MHA MEAMI 隐 种 lac-1 的 克隆 

随机 取 200 3k [H] — ht BH RRR, TE 
-30*C yk 48 IK il JR P Je XC UE ES se rp, d Hu 
RNAeasy Mini Kits 说 明 书 进行 RNA 提取 ,并 按照 
Super Script First-Strand Synthesis System 的 说 明 反 转 
录 获 得 cDNA。 利用 昆虫 lac-l 的 保守 区 域 设 计 简 
并 引物 Btlac-1 MF 和 Btlac-1 MR, 引物 序列 见 表 1， 
进行 中 间 片 段 PCR 扩 增 。PCR 反应 条 件 为 : 94C 
预 变 性 3 min, 94*C 30 s, 56%C 30 s, 72%C 30 s, 35 
个 循环 , 72C 10 min, 

3 Nm WI 5' 3m Hy RACE 反应 按照 Clontech 的 
SMART ”RACE cDNA Amplification Kit 试剂 盒 操作 
说 明 进 行 。3' 端 以 3-RACE CDS Primer A 为 反 转 录 
3| 9, 5'*«W LJ 5'-RACE CDS Primer A 和 SMART 
I" A Oligonucleotide 为 反 转 录 引物 ， 在 
SMARTScribe Reverse Transcriptase 作用 下 分 别 合 成 
3'-RACE 4i 5'-RACE 的 cDNA 第 一 链 。 

根据 已 获得 的 lac-1 中 间 厂 段 设计 3'GSP 引物 
fll 5'GSP 引物 。 

以 UPM 和 3'GSP 为 引物 扩 增 基因 的 3 Xy, 37 
RACE 反应 程序 如 下 : 95%C 5 min; 94%C 30 s, 65% 
30 s, 72% 2 min, 35 个 循环 ; 72C 10 min, 4C 保 
ff. LÀ UPM 和 5'GSP 为 引物 扩 增 基因 的 5 端 ,5 
RACE 反应 程序 : 95C 5 min, 94%C 5 s, 67%C 10 s, 


X1 基因 克隆 及 qRT-PCR 引物 
Table 1 Primers used in gene cloning and qRT-PCR 


引物 序列 Primer sequence (5' -3") 


3'-RACE CDS Primer A ; AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC( T) 4, VN'(N 2 A, C, G, or 


UPM: CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 


5'-RACE CDS Primer A :(T)4, VN (NZA, C, G, or T; V-A, G, or C) 


基因 Gene 引物 用 途 Use of primers 
、 Btlac-1 MF; ACGAGYTAHCAYTGGCAYGG 
简 并 引物 Degenerate primer 
Btlac-1 MR; GTGGAAGTCDATRTGRCARTG 
T; V-A, G, or C) 
3'RACE 
3'GSP. CCACCGCCGACTITACTCATTACTTAGC 
Btlac-1 
S'RACE 5'GSP. GATGAGCGTTATCACCCTIGTAGCGTCC 
NUP: AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
F: AACGGCAAAGGACGCTACAAGG 
qRT-PCR 
R: CTGACCAGTGAGGTTGCTTCTT" 
F: TCACCACCACAGCTGAGAGA 
p-actin qRT-PCR 


R: CTCGTGGATACCGCAAGATT 
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72*C 150 s, 5 个 循环 ; 94C 5 s, 64C 10 s, 72% 
150 s, 5 个 循环 ; 94C 5 s, 627C 10 s, 72% 150 s, 
30 个 循环 ; 72C 10 min, 4 人 保存。 再 将 5' RACE 
的 PCR 产物 用 ddH, O 稀释 100 售后 , 取 1 pL 稀释 
产物 作为 二 次 PCR 反应 的 模板 , 以 5'GSP 与 NUP 
为 引物 进行 二 次 PCR 扩 增 。 反 应 程序 为 : 94Y 5 
min; 94% 45 s, 62% 30 s, 72% 160 s, 30 个 循环 ; 
72*C 10 min, 4% 保存 。 

PCR 扩 增 产物 以 1. 096 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 
后 , 将 目的 条 带 按 照 TIANgel Midi Purification Kit 的 
说 明 进 行 纯 化 回收 ,纯化 后 的 PCR 产物 连接 到 
pEASY-T3 载体 中 , 转化 Trans-T]. 感受 态 细 胞 ， 蓝 
FIXES, 挑 取 阳 性 克隆 , 送 北 京 三 博 远 志 生 物 技 
术 有 限 责任 公司 测序 。 
1.4 序列 分 析 与 分 子 进 化 树 构 建 

采用 ORF finder ( http://www. ncbi. nlm. nih. 
gov/ gorf/ gorf. html) 预测 开放 阅读 框 ; 用 NCBI 的 
Blastp 进行 蛋白 同 源 性 比较 分 析 ; 使 用 Compute pL/ 
MW ( http://www. expasy. org/tools/pi. tool. html) 计 
算 和 蛋 日 质 的 等 电 点 及 分 子 量 ; 利用 SOSUI( http :// 
bp. nuap. nagoya-u. ac. jp/sosui/ ) 进行 亲 水 性 和 跨 膜 
分 析 ; 利用 TargetP ( http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/ SignalP/ ) 预测 蛋白 质 信 号 肽 ; 利用 SMART 
( http ://smart. embl-heidelberg. de/) 分 析 和 蛋白 结构 
域 ; 利用 MEGAS. 05 软件 中 的 邻接 法 构建 系统 进 
化 树 。 
1.5 ŽES PCR 

分 别 收集 初 羽化 和 羽化 后 4, 7, 10 $114 d 的 
成 虫 (各 200 K), 分 别 解剖 获得 涉 胸 部 、 中 肠 和 腹 
部 组 织 , 提取 总 RNA, 并 反 转 录 获 得 cDNA, 作为 
荧光 定量 PCR 模板 。 以 B-actin 为 内 参 基 因 ， 以 初 
羽化 烟 粉 乔 成 虫 中 肠 的 lac-l 转录 水 平 为 基准 量 ， 
采用 比较 C1 值 的 相对 定量 方法 对 lac-l 在 不 同时 间 
不 同 组 织 的 转录 水 平 示 达 进 行 分 析 。 整 凑 虫 不 同 发 
育 时 期 的 灾 光 定量 PCR 则 以 2 WAR) lac-l 转录 
水 平 为 基准 。lac-l 和 B-actin 两 个 基因 检测 的 引物 
见 表 1, KE PCR 反应 采用 Quantity PCR Kit 
( Bio-Rad) RAA, 反应 体系 为 20 pL, PCR 反应 用 
两 步 法 标准 程序 : 94% 预 变性 3 min; 94% 30 s, 
56% 30 s, 72%C 32 s, 38 个 循环 。 反 应 在 ABI 7500 
Real-time PCR System 上 进行 , 每 实验 设 3 次 重复 。 
用 ABI 7500 PCR 仪 Sequence Detection Software, 
1.6 数据 统计 与 分 析 

相对 表达 量 的 计算 采用 2 -*sc 方 法 根据 所 得 


数据 作 柱 形 图 。 用 SAS 8.01 统计 软件 的 方差 分 析 
(ANOVA) 来 进行 数据 的 统计 分 析 , 采用 LSD 法 多 
重 比 较 检 验 , 显著 性 检验 水 平 为 P<0.05。 


2 结果 与 分 析 


2.1 AHA MEAMI 隐 种 lac-1 基因 的 克隆 

以 简 并 引物 (Btlac-1 MF 和 Btlac-1 MR) 进行 扩 
增 后 得 到 大 小 约 1 452 bp 的 特异 条 之, 对 扩 增 条 市 
回收 测序 后 进行 Blast 搜索 ,结果 发 现 与 来 目 其 他 
昆虫 的 lac-l 基因 的 相似 度 很 高 ,推测 所 得 的 族 段 
AEN SU MEAMI 隐 种 lac-l 基因 cDNA 片段 。 
Btlac-1 RH 5' RACE 扩 增 获得 一 条 特异 性 较 强 的 
1 216 bp 的 序列 ,3’RACE 扩 增 得 到 一 条 1 454 bp 
的 序列 。 序 列 拼 接 后 得 到 了 一 条 长 度 为 3 261 bp 的 
序列 , 开放 阅读 框 长 2 733 bp, 5 端 非 编 码 区 300 
bp, 3' 端 非 编码 区 228 bp。 将 此 基因 命名 为 Bilac-1 
( GenBank 登录 号 J]Q966215 ) (GenBank 将 于 2013 
年 4 月 30 日 之 后 开始 释放 该 序列 ) 。 
2.2 Btlac-1 cDNA 序列 分 析 及 系统 进化 树 构 建 

Btlac-l 编码 910 个 氨基 酸 , 信号 肽 位 于 第 1 ~ 
38 位 氨基 酸 , 预测 分 子 量 大 小 为 102 908. 31 Da, 
等 电 点 为 6. 20。SOSUI ERAI AE A E E 
水 性 为 -0.486154, Jy u TER TETR Flo EH] SMART 
在 线 软件 预测 发 现 Btlac-l 编码 的 氨基 酸 序列 中 合 
有 3 个 Cu-oxidase 结构 域 ， 其 中 第 1 个 为 Cu- 
oxidase-3 ,分布 于 第 84 ~ 201 MAR, 长 度 为 119 
TARR, EX 2.30e-38; 第 2 个 为 Cu-oxidase, 
分 布 于 第 216 ~ 370 位 氨基 酸 , KEN 155 个 氨基 
H, E [EJ 4. 60e26; 第 3 个 为 Cu-oxidase-2 ， 分 布 
于 第 470-628 位 氨基 酸 , 长 度 为 159 个 氨基 酸 , E 
值 为 2. 80e-33( 图 1)。 

采用 Mega5. 05 软件 对 包括 烟 粉 乱 MEAMI 隐 
种 在 内 的 18 种 昆虫 lac 基因 编码 的 氨基 酸 序列 构 
建 系统 进化 树 。 结 果 表 明 : 来 源 于 18 PEER 
酶 重 日 基因 分 为 2 个 大 类 , 其 中 Btac-l 与 同 是 半 
XH H Æ WF WR Nephotettix cincticeps 的 lac-1 
( BAJ06132. 1) 和 豌豆 是 Acyrthosiphon pisum 的 lac-1 
( XP. 001948070. 1) 的 遗传 距离 最 小 , E EHE B 
家 看 Bombyx mori 的 /ac-2 ( BAG70891. 1) RIA PUE 
Papilio machaon 的 lac-2 ( BAJ07600. 1) 的 遗传 距离 
相对 较 远 。NCBI 中 Blastp 比 对 分 析 得 出 Btlac-1 5j 
尾 叶 暗 N. cincticeps lac-l TENE &3 9f A. pisum lac-1 
编码 的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 , 达到 了 5896 (图 2)。 
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ATGACAAACGACTCTTCCGACCTGTCCGTTAAGATCAAATGGAAAAGTATGGAGGGAGTTAGCACAAAATGGATTACGCTTTGCCTCCTGCAACTAGCAGGCTCTGTCCGTTCAATAGAGATGGATTTTCATCCA 
MT NDSSDLSVKIKW KSMEGVSTKWITLCLLQLAGSVRSIEMDEFHHP 


TGTGATAGGAATTGCGTGGCTGGCGCTCCTGCCAGATGGTGTCAGTACGATTTTCACGTACAGTGGTACGAAAGTATGAGCAAGGCTTGCTACAACTGTCCGAAAAATATTACAGACTGTTCTCGCCOGGAGTGC 
CD RNCVAGAPARWCQYDEFHVQYWYESMSKACYNCPKNITD 





ATACCGTTAGATGGGGTTGAGAGACCAATCGTCACAGTTAATAAAATATTCCCGGGTCCTATGGTCCAGGCGTGTGTAGGTGATATGGTGGAAATTATCGTGCATAACCACTTGCCAGAGGAAACAACGAGTATT 





CATTGGCATGGTCTTCACCAAAGGGAGTCCCCTTACATGGACGGCGTTCCTTTCGTTACCCAGTGCCCCATCCAGCCAAGATCTCGATTTAAGTACGTCTTCCTTGCCTCCACCCCTGGCACTCATTTCTGGCAC 





TCGCACAGTGGATCTCAGAGAGGGGACGGCATGTTOGGGGGTCTGATCATCCGACGTCCGAGGAGOGAGGACCCGCACAGGAGGCTCTACGACCACGACCTGCCCGAACACGTCATGACCGTCATGGACTGGCAT 
|, EDPHRRLYDHDLP. 





CAAGTTGCTATCTTGCATTATGAAGGCGCACCCGATCCCACCGTCGAGGAGCCGGAAGGACAGGTTGTTTACAGCAACAGCTTCAATCCTGGGATGAAAATAAATCCACTGAACGAGGGATCAGAAGATAATGGA 
PDP TV E EP EG QVV YSNSFNPGMKINPLNEGSEDNG 





ACGCTGAACATCGCAGAGCTGAGGTCGATGGAACCGCTATCGGAGAAGGATCCTTCACTCAAGGATACCGCCGACTTTACTCATTACTTAGCCTACGACTTTTACCGTATAGACAATCCTCACTACCACAAGAAA 
T LNIA EL RSMEPLSEKDPSLKDTADFTHYLAYDFYRIDNPHYHKKE 


AACCTTTATGGATTCAACAGTGTGATTGAAAAGAAACGTGTGCTGACACCGCAAATCAATCATATTTCCATGAAGTTGCCGTCGTTTCCTCTCCTTCCTCAAAGAGATGAAATCAAGGCAGACACCATTTGCGAA 
NLYGEFNSVIEKKRVLTPGQI 





CCTCATAAAATTCGAAACTGCTCAAGTGAATACTGCGAGTGCACTCACCACATTAAAGTTCCTTTTTCTAGCGTCGTCGAATTAATTTTAGTAGATGAAGGTTTTGCGTATGATGCAAATCACCCCTTCCATTTG 





CCACCAGTGCCCCATGGATTCCCAAAGTGCGGGGATTTTTTACCACCATTCAATGAGGAAATGGCAATGTATGATATTTACAACCTATCACAAATAGCTAAGAGGCCTTCTACCTTACCAGAACAACTTCCGTCA 
PPVPHGFPKCGDFLPPFNEEMAMYDIYNLSQIAKRPSSTLPEGQLPS 


GAATCAACCGCGAGAGAGAACCCCACAAGTCAACCCTCAACAGCAGCAACAACAACCCAGTCATCGAACTCTCAATTACTGAAGAAAGGGACTTCATCGAATGTATTGAGCAGTACAATTACAGAGGAATATAAT 
E S TA R E N P T5 QP S T AA T T TQ S5 N 5 QL L EK KGTSSS NVLS5SSTITEEYN 


GTAGACTTATCACCTGAGACAACCACTACAGTGAATCTTCCCTTGGATCAAAATAAACAAAACCGGTTCATTAGCCGGAACAGGAATGAAGATAATAGGGCAGATGCAGAGGATGTCAAAATAAATGATATTTCT 
V DL SP E TT TT V NL PL DQ NK QN RF I S R N R N ED N R AD AED VK I ND I S 


AGTATACTACAATTATTGCAAGGGAATATAATAAAAACTGAATATAGGTACAACCAGCACGAGGCAGCACCAGAAGTGGAGGGGACAACTATGTATAATTTACTCGATGGAAGTGATACTAATCAGCTGAGCTTC 
SILQLLQGNIIKTEYRYNGQHEAAPEVEGTTMYNLLDGSDTNGQLSI 


ACCAGCAAATCACCCAAAGAAAATGTAGTTCCTCCACGAAAGACCAGCTTAGATGAACTGCATTTCGCTTTTATACCGATAAGAATTAGGAATCCGATCTCAAATGCAATTTCTGGAAGAAAAAATGTTAGTGAT 
T S Kk Ss PKENVVPP RKTSLDELHEFAFIPIRIRNPISNAISGRKNVSD 


ACTGAGAATGAAATCAGCCGAACGTTGCTGACAGCTGGGAAAAATTATCTCAAGTCTGATCAGATACGCAGTGCGAGTAGTACAATAAAAAGTAATGTTCATTTGACAGTCATATCATTTATTTTAATGAAAGCA 
TENE IS RTLLTAGK NYLEKSDQIRSASSTIKSNVHLTVISFILMKA 


ACGATGTCAATTCATTTATGGAATATATTTTAA 
T MS I HL WN I F * 


图 1 Btlac-l 的 核 苷 酸 及 推导 的 氨基酸 序列 


Fig. 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of Btlac-1 


号 肽 以 粗 体 标记 , 3 个 Cu-oxidase 结构 域 以 灰色 阴影 标记 。The putative signal peptide is in bold, and the predicted 3 Cu-oxidase domains 


are shaded in grey. 


2.3 Btlac-1 TER Ej E, MEAMI 隐 种 不 同 发 育 阶 段 
和 组 织 


化 情况 , 图 3 为 Bac 在 不 同 部 位 各 日 龄 的 表达 BERRE MEAMI 隐 种 发 育 呈 现 逐 渐 上 升 的 趋势， 
谱 , 图 4 是 Bilac-l 在 整个 虫 体 中 各 发 育 时 期 的 表 ”在 中 肠 中 羽化 第 4 天 的 转录 水 平 达到 峰值 。 
达 动 态 。 由 图 3 和 4 可 以 看 出 : Bilac-1 EÉ HRS, 


虫 期 均 有 表达 , 在 所 测 时 期 内 Bilac-l EJ S) 3 
内 的 表达 特性 MEAMI 孙 种 成 虫 头 胸 部 、 中 肠 和 腹部 组 织 中 均 有 

采用 Real-time PCR 分 析 了 烟 粉 乱 MEAM1 隐 ”表达 , 在 中 肠 中 的 转录 水 平 远 高 于 其 他 部 位 。 在 头 
种 不 同 部 位 Btlac-l 转录 水 平 随 不 同 发 育 时 期 的 变 胸部、 腹部 组 织 和 整个 虫 体 中 ，Biiac-l 的 转录 水 平 
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图 2 昆虫 lac 基因 系统 发 育 树 分 析 

Fig. 2 Phylogenetic relationships of lac genes of insects 
各 基因 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of lac genes and their GenBank accession numbers; H. saltator; ER BE BE X Harpegnathos saltator 
(EFN87217.1); A. echinatior; YJ UF HX Acromyrmex echinatior ( KG160317. 1) ; A. mellifera: 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( XP. 001120790. 2) ; T. 
castaneum: Jj Xx Tribolium castaneum ( NP. 001034514. 1) ; M. sexta; IE RR Manduca sexta ( AAN17506. 1) ; D. plexippus: "ff X PEHE 
Danaus plexippus ( EHJ67706. 1) ; B. tabaci; 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (JQ966215) ; N. cincticeps; 黑 尾 叶 蝉 
Nephotettix cincticeps ( BAJ06132. 1) ; A. pisum: Wi" Acyrthosiphon pisum ( XP. 001948070. 1); K. rhusicola; fk fi Kaburagia rhusicola 
(ADZS2960.1); N. vitripennis; WN WB iM E 4x7 Nasonia vitripennis ( NP. 001155158. 1); R. flavipes: R W X H HX. Reticulitermes flavipes 
(ACX54558.1) ; P. hypochondriaca ; 瘤 姬 蜂 Pimpla hypochondriaca ( CAD20461.1) ; H. saltator; E BEBE Harpegnathos saltator ( EFN87979.1) ; 
C. floridanus: [lh À "B 3A 1$ X Camponotus floridanus ( EFN74335. 1) ; M. punctatissima; RẸ Megacopta punctatissima ( BAJ83488. 1) ; A. 
gambiae: X| EG XV. TE, Anopheles gambiae ( AAX49501. 1) ; P. machaon; & AE Papilio machaon ( BAJO7600. 1) ; B. mori; 家 看 Bombyx mori 
(BAG70891.1). 


Zn [3 E HRA REAR IE Cu-oxidase 结构 域 。 此 
外 , 该 重 日 还 含有 一 个 推定 的 38 个 氨基 酸 残 基 的 
AFW, RHR- 是 分 汉 型 的 , 主要 分 泌 到 
细胞 外 去 执行 相应 的 功能 。 但 值得 注意 的 是 一 般 的 
漆 酶 含有 4 个 铜 离子 结合 位 点 ,而 本 实验 元 隆 到 的 
Btlac-1 编码 的 蛋白 只 有 3 个 铜 离子 结合 位 点 ,是 否 


3 讨论 


洪 酶 一 般 含 有 4 个 铜 离子 , 这 4 个 铜 离子 处 于 
漆 酶 的 活性 部 位 , 在 催化 氧化 反应 中 起 决定 作用 。 
漆 酶 能 通过 4 个 电子 传递 催化 氧 分 子 还 原 成 水 ,并 


且 伴 随 春 一 些 酚 类 和 芳香 类 底 物 的 氧化 , 这 些 酚 类 
和 芳香 类 化 合 物 脱 去 羟基 上 的 电子 或 质子 , 形成 自 
由 基 , 导致 酚 类 及 木质 素 类 化 合 物 裂 解 ( 赵 丹 等 ， 
2011) 。 氨 基 酸 序列 结构 特征 分 析 显 示 ，Bilac-l 的 


其 氧化 能 力 会 有 不 同 则 需 进一步 研究 。 
与 其 他 昆虫 的 /ac-l 基因 全 长 cDNA 比较 发 现 ， 

Btlac-1 59282 R ZR EFC W ZI Ph Fe UE ERCRE d x. T 

的 同 源 性 较 高 ,在 系统 发 育 树 上 的 关系 比较 近 。 
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图 3 Btlac-1 mRNA 在 不 同日 龄 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 
成 虫 头 胸部 、 中 肠 和 腹部 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig. 3 Expression profiles of Btlac-1 mRNA in cephalothorax, 
midgut and abdomen tissues of Bemisia tabaci Middle 
East-Asia Minor 1 adults at different day-old 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字 母 表 示 同 一 组 织 中 的 表达 
量 在 不 同日 龄 间 存 在 显著 性 差异 ( 忆 <0.05) (LS 多 重 比较 检验 ) ; 


图 4 同 。Data in the figure are mean + SE; different letters above bars 








represent significant difference in relative expression level in the same 
tissue among adults at different day-old at the 0. 05 level ( LSD multiple 


comparison test). The same for Fig. 4. 
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lac-l 在 称 黑 尾 叶 蝉 N. cincticeps 的 唾液 腺 、 中 肠 、 
马 氏 管 、 表 皮 和 脂肪 体 中 有 表达 ( Hattori et al., 
2010), Æ XI tk ME. f£ Ex Anopheles gambiae 中 ， 
AgMCOI 在 发 育 阶段 的 所 有 时 期 都 有 表达 , 在 中 肠 、 
马 氏 管 和 腹部 组 织 中 都 也 都 有 表达 (Corman et al., 
2008 ) 。 在 烟草 天 蛾 Manduca sexta P , MsLacl TE 
养 期 幼虫 的 中 肠 和 马 氏 管 以 及 后 期 、 非 营养 期 的 幼 
忠和 肾 的 中 肠 及 马 氏 管 也 都 有 表达 。 在 杰 拟 谷 次 
Tribolium castaneum 中 ，TecLacl 在 预 晴 期 、 师 期 和 成 
虫 期 都 有 表达 , 在 新 形成 的 晴 期 和 隐 翅 成 虫 期 转录 
表达 达到 最 高 水 平 (Arakane et al., 2005) 。 本 研究 
发 现 Bilac-l 在 整个 发 育 阶段 都 有 表达 , HAK H 
部 、 中 肠 、 腹 部 组 织 中 均 有 表达 。 在 昆虫 各 个 发 育 
阶段 和 各 个 组 织 中 都 有 表达 , 说 明 lac-l 发 挥 着 昆 
虫 最 基本 的 生理 作用 。 

Ri- 可 参与 昆虫 取 食 过 程 中 的 金属 离子 代 
谢 、 免 疫 防 御 、 解 毒 功 能 以 及 食物 降解 等 生理 活 
动 。 当 冈比亚 按 蚊 吸 血 后 ,AgMCOI 在 号 氏 管 和 中 





4d 7d 10d 14d 


AT HJHH Developmental stage 
图 4 ES, MEAMI 隐 种 不 同 发 育 时 期 Btlac-1 mRNA. 的 相对 表达 量 
Fig. 4 Expression profiles of Btlac-1 mRNA in Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 at different developmental stages 
2nd: 2 $E 2nd instar nymph; 3rd; 3 f$ Zr H3 3rd instar nymph; 4th; 伪 师 期 Pseudo pupal stage; Od: 初 羽化 成 虫 Newly emerged adult; 4d; 4 日 
龄 成 虫 Day4 adult; 7d; 7 日 龄 成 虫 Day-7 adult; 10d; 10 日 龄 成 虫 Day-10 adult; 14d; 14 H i$, E Day-14 adult. 图 中 数据 以 2 disp ud PR 
mRNA 表达 量 为 基准 量 。Data is calibrated according to the mRNA level in the 2nd instar nymph. 














肠 的 表达 水 平 上 调 ; 当 冈 比 亚 按 蚊 受到 病原 感染 
时 , AgMCOI 在 腹部 组 织 的 表达 水 平 上 调 ( Gorman 
et al., 2008) 。 在 痊 椎 动物 的 血液 中 售 有 丰富 的 铁 
AT, 而 一 些 漆 酶 或 多 铜 氧化 酶 又 能 氧化 铁 离 子 ， 
所 以 可 以 认为 AgMCOI 参 与 了 冈比亚 按 蚊 体 内 铁 离 
子 的 代谢 。 然 而 , 在 冈比亚 按 蚊 雄 虫 、 黑 腹 末 蝇 
Drosophila melanogaster, I| 5 R iR RI fei E Eg np m Ae 
一 些 不 吸血 昆虫 中 ，lac-l 也 都 有 表达 (Dittmer et 


al., 2004; Wang et al., 2004; Gorman et al., 2008) , 
所 以 认为 漆 酶 -1 的 功能 可 能 不 仅仅 是 参与 铁 离子 的 
人 代谢。 冈比亚 按 蚊 雄 虫 和 黑 腹 果 蝇 在 受到 细菌 侵 染 
时 , lac-l 的 表达 会 得 到 上 调 , 所 以 lac-1 可 能 参与 
了 昆虫 的 免疫 反应 , 这 种 免疫 反应 可 能 是 由 于 降低 
病菌 所 需 的 亚 铁 离 子 的 售 量 以 及 催化 黑色 素 合成 反 
应 所 产生 的 ( 潘 程 远 ,2009 ) lac-1 还 可 能 与 氧化 
昆虫 食物 中 的 毒性 物质 有 关 (Dittmer et al., 2004) , 
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并 参与 消化 一 些 难 于 降解 的 物质 。 漆 酶 在 白蚁 的 唾 
液 腺 中 产生 并 分 泌 到 前 肠 中 , 在 唾液 腺 和 前 肠 中 洪 
酶 的 转录 表达 和 活性 较 高 , 可 能 对 日 蚁 食物 中 木质 
纤维 素 的 降解 发 挥 着 重要 的 作用 (Coy et al., 
2010) 。 在 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 取 食 能 力 较 强 的 奉 
虫 期 和 成 虫 期 lac-l 的 转录 水 平 较 高 ， 而 在 伪 肾 期 
和 初 羽化 时 则 相对 表达 量 极 少 ,lac-l1 在 中 肠 中 的 
转录 水 平 远 高 于 其 他 部 位 , 中 肠 是 其 消化 食物 的 主 
要 场所 , 说 明 lac-l 可 能 对 其 消化 食物 具有 重要 
作用 。 

Hattori 等 (2010 ) 从 称 黑 尾 叶 蜡 唾液 腺 中 获得 
了 该 酶 两 个 cDNA JF jJ ( NcLac-1G 和 NcLac-1S ) , 
NcLac-AG 在 上 表皮 、 中 肠 和 马 氏 管 中 均 有 表达 ; 
NeLac-18 仅 在 唾液 腺 中 表达 , ARAA R 
性 ， 当 其 分 沁 到 唾液 中 后 能 迅速 氧化 酚 类 物质 , 其 
在 唾液 腺 中 的 表达 量 远 高 于 NcLac-1G。 说 明 lac-l 
可 能 具有 不 同 的 亚 型 。 而 本 研究 中 得 到 的 漆 酶 -1 
可 能 是 烟 粉 乔 体 内 漆 酶 的 一 个 亚 型 , 在 唾液 和 中 肠 
中 均 有 其 酶 活性 ,其 分 泌 到 唾液 和 上 肠 壁 后 能 氧化 食 
物 中 的 酚 类 物质 。 

本 研究 克隆 了 烟 粉 乱 MEAMI 隐 种 Btlac-1, 分 
析 了 该 基因 的 基本 结构 特点 , 并 对 其 在 不 同 组 织 不 
同 发 育 时 期 的 转录 水 平 进行 了 分 析 , 可 为 揭示 lac-1 
TEARS, MEAMI 隐 种 的 生理 功能 提供 参考 。 深 入 
了 解 与 取 食 相关 的 漆 酶 的 生理 作用 ,对 研究 控制 烟 
粉 虱 取 食 行 为 的 新 方法 具有 重要 意义 。 下 一 步 研 究 
需要 对 lac-l 在 唾液 、 唾 液 腺 、 马 氏 管 和 脂肪 体 等 进 
行 更 细致 的 组 织 定位 , 并 通过 RNAi 等 手段 进行 功 
能 分 析 从 而 进一步 了 解 多 酚 氧 化 酶 家 族 在 烟 粉 乔 
MEAMI 隐 种 的 取 食 行为 和 寄主 适应 中 的 作用 。 
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